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RESUMO

A pele humana € o maior e um dos mais importantes érgaos, esta € a principal
barreira entre o corpo e 0 meio externo, sempre que ha um desequilibrio no
mecanismo de defesa inata, o risco de uma infeccdo € proeminente. A
queimadura é um quadro clinico em que a barreira epitelial é danificada,
resultado em uma defesa imunologica deficitaria e uma grande abundancia de
nutrientes, o que favorece a proliferacdo de micro-organismos. NoO presente
estudo foi desenvolvido e caracterizado uma suspensdo inovadora de
nanocapsulas poliméricas de poli(e-caprolactona) com triclosan e a-bisabol,
revestida com quitosana (NCcqg) para aplicacdo topica em feridas de
gueimadura, com intuito de reduzir a contaminacdo microbiana. Foram
realizados ensaios de caracterizacao fisico-quimica, microbioldgica e cutanea.
Os resultados obtidos para os ensaios de caracterizagdo mostraram que a
suspensdo de nanocapsulas apresentou diametro de particula adequado,
auséncia de cristais ou contaminacdo micrométrica, potencial zeta cationico,
pH levemente &cido, com uma alta eficiéncia de encapsulacdo e estavel no
periodo de trinta dias. Os ensaios microbiolégicos foram realizados frente
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans, através de microdiluicdo seriada e teste do desafio. O primeiro ensaio
mostrou uma reducgdo no valor da concentragdo inibitéria minima e melhores
resultados para quase todas as cepas analisadas frente aos controles e dados
da literatura, inclusive P. aeruginosa, a qual possui uma alta resisténcia ao
triclosan. O teste do desafio serviu para comprovar que o efeito antimicrobiano
da suspensao, se manteve ao longo de 28 dias, mesmo quando incorporada ao
curativo de hemi-celulose. Os ensaios cutaneos de permeacao/penetracdo e
lavabilidade mostraram que a suspensdo de nanocapsulas NCcq teve uma

retencdo no estrato corneo, o que é desejavel para uma formulacao topica.

Palavras-chave: nanocapsulas poliméricas, antimicrobiano, triclosan e a-

bisabolol.






ABSTRACT

The human skin is the largest and one of the most important organs, this is the
main barrier between the body and the external environment, whenever there is
an imbalance in innate defense mechanism, the risk of infection is prominent.
Burn is a clinical condition in which the epithelial barrier is damaged, resulting in
a deficient immune defense, also the abundance of nutrients favors to
proliferation of microorganisms. In the present study it was developed and
characterized a novel suspension of polymeric nanocapsules of poly (e-
caprolactone) with triclosan and a-bisabol coated with chitosan (NCcg) for
topical application in burn wounds, in order to reduce microbial contamination.
Physical-chemical, microbiological and skin tests were performed in order to
prove its applicability. The results obtained for the characterization tests showed
that the suspension of nanocapsules had suitable particle diameter, no crystals
or micrometric contamination cationic zeta potential, slightly acid pH with a high
encapsulation efficiency and stable within thirty days. Microbiological tests were
carried forward Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa and Candida albicans, via serial microdilution and challenge test.
The first experiment showed a reduction in the value of the minimum inhibitory
concentration and best results for nearly all strains analyzed when compared
with controls and data from the literature, including P. aeruginosa, which has a
high resistance to triclosan. The challenge test was used to demonstrate that
the antimicrobial effect of the suspension was maintained over 28 days even
when incorporated into the dressing hemi-cellulose. The skin
permeation/penetration and washability tests of NCcq nanocapsule suspension
showed that it had retention in the stratum corneum, which is desirable for a

topical formulation.

Keywords: polymeric nanocapsules, antimicrobial, triclosan and a-bisabolol.
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Figura 26: Valores de absor¢cdo (A=625 nm) para todas as formulacdes
testadas contra S. aureus. A= Tiie; B= Qjiyre; C= NCsq; D= NCcq, E= NCgr. *
Diferenca significativa estatisticamente para P<0.05 quando comparado
absorbancia do branco e do inéculo (Bonferroni), *** Diferenca significativa
estatisticamente para P<0.001 na comparacdo entre branco e inoculo
(S0 g1 =T o] 1) TR 92
Figura 27: Valores de absor¢do (A=625 nm) para todas as formulacdes
testadas contra P. aeruginosa. A= Tjire; B= Qiivre; C= NCsg; D= NCcq, E= NCgr.*
Diferenca significativa estatisticamente para P<0.05 quando comparado
absorbancia do branco e do inéculo (Bonferroni), *** Diferenca estatisticamente
significativa para P<0.001 na comparac¢do entre branco e inéculo (Bonferroni).

Figura 28: Valores de absorcdo (A=570-690 nm) para todas as formulacdes
testadas contra C. albicans. A= Tlivre; B= alivre; C= NCSQ; D= NCCQ. Os
valores de CIM foram as ultimas concentracdes maiores que 80% de dano

celular em relacao ao controle POSItIVO. ......ccoeeeeiiiiiiiiiiiiie e 94
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1. INTRODUCAO

As queimaduras sdo lesbes causadas por varios fatores como calor,
radiacdo, atrito, substancias quimicas e eletricidade. A sociedade brasileira de
gueimaduras (SBQ) as classifica em trés diferentes niveis, a de primeiro grau,
quando afeta s6 a epiderme, ndo havendo bolhas, provocando vermelhidéao,
dor e havendo descamacao apds 4-6 dias. Ja a queimadura de segundo grau
atinge a epiderme e a derme, formando bolhas vermelhas ou brancas e
havendo a regeneracdo dentro 7-21 dias, e terceiro grau, quando ha a
formacdo de placas esbranquicadas ou enegrecidas, com textura coriacea e
sem reepitelizagéo.

A pele é a principal barreira entre 0 corpo e 0 meio externo, sempre que
ha um desequilibrio no mecanismo de defesa inata, o risco de uma infeccéo &
proeminente. Mesmo com o desenvolvimento de agentes antimicrobianos de
aplicacéo topica e sistémica, avancos no suporte nutricional e na utilizagdo de
técnicas cirurgicas de excisdo de tecidos danificados e aplicacdo de enxertos
em areas afetadas, a infeccdo microbiana e consequente sepse (infeccdo
generalizada) continua sendo um dos maiores desafios e umas das principais
causas de 6bito para queimados (Nguyen et al., 1996; Altoparlak et al., 2004).

A sepse ocorre quando ha um desequilibrio entre o balanco hospedeiro
e micro-organismos. Para que haja uma infeccdo a defesa do hospedeiro deve
estar reduzida, o que ocorre quando h& a destruicdo da barreira fisica da pele,
favorecendo a invasao de micro-organismos pela via linfatica ou sanguinea. A
sepse pode ser causada por bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e
fungos (Macedo et al.,, 2005). A maior parte da area afetada por uma
queimadura € livre de contaminantes microbioldgicos, entretanto, micro-
organismos da flora dos foliculos pilosos e glandulas sudoriparas, podem
sobreviver ao calor, migrar para a superficie e colonizar rapidamente o tecido
danificado (Luterman et al., 1986)

Para que haja uma correta cicatrizagdo de uma ferida por queimadura se
faz necessaria a utilizagdo de um antimicrobiano para combater, de forma
profilatica, possiveis patdégenos oportunistas. A forma mais frequente de

tratamento de ferida de queimadura € através de higienizacao do local, seguido



22

de fechamento com curativo. Os mais comumente encontrados em todo mundo
sao os curativos semi-oclusivos (Bolgiani, et al., 2009), muitas vezes por serem
os financeiramente mais acessiveis (Liu et al.,, 2013). Entretanto, estes
apresentam grandes desvantagens, como necessidade higienizacdo e trocas
constantes do curativo.

Neste contexto foi desenvolvido o Veloderm®, uma pelicula biolégica de
aplicacdo Unica que apresenta resultados melhores que o0s principais
concorrentes do mercado (Melandri et al., 2006; Kothamasu et al. 2012), sendo
comercializado desde 2004 no Brasil, inserido na categoria dos dispositivos
médicos (correlatos). Apesar de apresentar diversas vantagens como alivio da
dor, melhora da cicatrizagdo, permitir o acompanhamento da ferida e né&o
necessitar de trocas, este curativo ndo possui agentes antimicrobianos, o que é
um inconveniente em casos de contaminacdo microbiana, levando a uma
interrupcdo do tratamento (Ricci et al., 2010). Sendo assim, a incorporacdo de
um sistema antimicrobiano poderia promover a uma melhor adesdo dos
pacientes ao tratamento, além de reduzir o nimero de interrup¢cdes do mesmo.

A ferida de queimadura apresenta um quadro complexo com possiveis
infec¢des por bactérias gram-negativas, gram-positivas e/ou fungos e infec¢des
tardias, por micro-organismos que migram dos apéndices da pele para a
superficie da ferida (Altoparlak et al., 2004). Por estas razdes € desejavel o
emprego de uma formulacdo com capacidade antimicrobiana com amplo
espectro de acao, que tenha um tempo de permanéncia adequada no local de
atuacdo, que seja capaz de apresentar uma liberacdo controlada das
substancias veiculadas, que contenha uma dose reduzida de farmaco, que
possa ser incorporada ao curativo e, de preferéncia, que apresente em paralelo
uma agao cicatrizante.

Em tese, todas essas caracteristicas poderiam ser supridas pela
utilizacdo da nanocapsulas poliméricas, as quais permitem reduzir a dose do
farmaco utilizado e ter uma maior acdo no alvo especifico. As nanocapsulas
poliméricas sdo capazes de produzir a liberacdo do farmaco no alvo por dias e
até semanas (Suphya et al., 2012; Schaffazick et al., 2003). Adicionalmente, as
nanocapsulas podem prover uma interagdo efetiva entre o curativo e 0
antimicrobiano, uma vez que estas estruturas também apresentam

propriedades bioadesivas.



23

Um dos antimicrobianos topicos muito utilizados em feridas e
queimaduras e que poderia ser utilizado em associacdo com o Veloderm®, é o
triclosan, vendido sob o nome comercial de Irgasan® Este apresenta
caracteristicas interessantes para a nanoencapsulacéo, como alta lipofilicidade,
estabilidade quimica e amplo espectro de acdo, contra bactérias gram-
positivas, gram-negativas e contra fungos (SCCS, 2010). O triclosan apresenta
um LogD = 5,17 em pH = 7. De acordo com o modelo de distribuicdo de
substancias nas nanocapsulas de nucleo lipidico proposto por Oliveira e
colaboradores (2013) este valor de LogD levaria a uma distribuicdo do triclosan
nas nanocapsulas do tipo VI, ou seja, retido no nucleo oleoso e no interior da
parede polimérica.

Para compor o nucleo oleoso das nanocapsulas o a-bisabolol parece
reunir as caracteristicas ideais ja que € um potencializador da acdo antibidtica
de farmacos lipofilicos (Brehm-Stecher & Johnson, 2003), possui atividade
cicatrizante, anti-irritante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, anticolinesterase e
anti-oxidante (Darra et al. 2008; Kamatou & Viljoen, 2010). Todos esses efeitos
sdo desejaveis para aplicacoes topicas com efeito local, como é o caso de um
curativo, além do fato deste possuir um LogD similar ao triclosan; com isso
seria também uma substancia efetivamente contida no nucleo oleoso das
nanocapsulas, com potencial para liberacdo lenta pelo processo de difusédo
para o meio externo. Outra estratégia promissora para a aplicacdo em feridas é
0 revestimento das nanocépsulas com quitosana, pois este biopolimero
cationico apresenta efeito antimicrobiano o que poderia contribuir para manter
a area livre de contaminacao durante o processo de cicatrizacao.

Tendo em vista 0 exposto, este estudo se propde a desenvolver e
caracterizar uma suspensdo de nanocapsulas poliméricas inovadora obtida
mediante a associacdo inédita de poli(e-caprolactona) como polimero formador
das nanocépsulas, com nucleo oleoso de a-bisabolol revestidas com quitosana
veiculando triclosan. Adicionalmente, também é objetivo do trabalho verificar a
possibilidade de sua incorporacdo em pelicula bioldgica de hemi-celulose

(Veloderm®) e avaliar in vitro seu potencial uso terapéutico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

25

Desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antimicrobiana nanocapsulas de

poli(e-caprolactona) com nucleo oleoso de a-bisabolol revestida com quitosana

contendo triclosan, bem como estudar a sua impregnacao em curativo biolégico

de hemi-celulose, com vistas ao tratamento de feridas causadas por

gueimaduras.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolvimento e caracterizacao fisico-quimica das suspensdes de

nanocapsulas de poli(e-caprolactona) contendo de

triclosan revestidas com quitosana em termos de:

o

o

o

o

o

Eficiéncia de encapsulacéo
Potencial Zeta

Tamanho de particula
indice de polidisperséo

pH

Eficiéncia de encapsulacéo
Teor

Morfologia

Densidade de particulas

a—bisabolol e

e Determinar a concentracdo inibitdria minima (CIM) frente diferentes

cepas padrao de bactérias (Escherichia coli, Staphylococcus aureos,

Pseudomonas aeruginosa) e levedura (Candida albicans).

o Verificar a eficacia antimicrobiana da suspensao de nanocapsulas de a-

bisabolol e triclosan contra cepas de bactérias e levedura, assim como o

do sistema (nanocapsulas + pelicula de hemicelulose).
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e Verificar o perfii de permeagcdo e penetracdo do farmaco
nanoencapsulado em pele abdominal de porcas fémeas por célula de
Franz automatizada.

e Determinar a capacidade de adesdo das nanocapsulas a pele abdominal
de porcas lesada, em ensaio de lavabilidade.

e Estudar a incorporacdo das nanocapsulas produzidas a pelicula
biolégica de hemicelulose e caracterizar o sistema através do

doseamento do teor de triclosan incorporado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 QUEIMADURA

A associacdo americana da queimaduras estima que neste exato
momento, s6 nos Estados Unidos, existam cerca de 450.000 pessoas
hospitalizadas por causa de queimaduras, havendo uma taxa de sobrevivéncia
de 96,6% para esse tipo de acometimento (American Burn Association, 2015).
No ano de 2013, 3.400 pessoas vieram a falecer devido a queimaduras,
incéndios ou inalacdo de fumaca (American Burn Association, 2015). No Brasil
ndo existem dados oficiais que apontem o niumero exato de queimados, mas
dados de 2002 apontam para um gasto mensal do Ministério da Saude de R$ 1
milhdo, sé com internacdo e de tratamento de pessoas com queimaduras
graves, conforme o Informe Saude (2002).

Estima-se que 75% das mortes oriundas de queimaduras extensas
estejam relacionadas a infeccfes nas areas afetadas. Esse tipo de ferimento
destréi as barreiras terminais da pele, que normalmente evitam a passagem de
micro-organismos, tornando a queimadura a origem mais frequente da sepse
em pacientes acometidos por essas lesdes (Altoparlak et al., 2004). A presenca
de proteinas desnaturadas no local da queimadura, somada a baixa
vascularizacdo dos locais acometidos, tornam dificil o acesso para células de
defesa, anticorpos e medicamentos de acdo sistémica, favorecendo a
proliferacdo de micro-organismos (Pruitt & McManus, 1984).

A falha no mecanismo de protecéo da pele, associada a baixa imunidade
tornam o paciente que sofreu queimadura, muito suscetivel a infeccdes
bacterianas e fangicas, uma das complicacbes mais sérias (Gupta et al., 2015).
Pruitt Jr (1984) elencou os fatores de risco para infeccdo de uma ferida de
gueimadura, separando-os em dois grupos, os fatores relacionados ao paciente
(extensé@o e profundidade da ferida, idade do paciente, doenca pré-existente,
grau de umidade e temperatura da ferida, prejuizo do fluxo sanguineo e

acidoses) e os fatores relacionados ao micro-organismo (densidade por grama
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de tecido, motilidade, resisténcia a antimicrobianos, endotoxinas, exotoxinas,
fatores de permeabilidade e outros fatores).

E importante evitar a contaminagdo bacteriana de um tecido danificado
por uma queimadura para prevenir a ocorréncia de uma contaminacao
secundaria e promover uma adequada cicatrizagdo da area afetada.
Comumente, utilizam-se curativos oclusivos (p.ex. gaze) para evitar
contaminagao microbiana por agentes externos. Entre outras opgdes estdo os
hidrogéis, hidrocoloides, filmes, alginatos, produtos biolégicos e espumas (Cho
Lee et al., 2005). O curativo ideal deve auxiliar a manter a ferida com o nivel de
umidade apropriado e de temperatura constante, acelerar o processo de
cicatrizacdo, ativar o desbridamento autolitico da ferida, proteger as células
recém-formadas, facilitar a angiogénese e reepitelizacdo, aliviar a dor e

proteger a ferida de contaminacgéo bacteriana (Maneerung et al., 2008).

3.2 CURATIVO BIOLOGICO DE HEMICELULOSE (VELODERM®)

O Veloderm® é um curativo que vem recebendo uma atencéo crescente
na terapéutica de queimaduras (Fig. 1A). E composto por uma pelicula
biolégica de origem vegetal metabolizada por alguns micro-organismos
(Acetobacter xylinuum, Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces
pombe) quando cultivados em extrato de cana-de-acucar, dando origem a uma
estrutura polimérica de hemicelulose microcristalina (Fig. 1B). Esta age como
um substituto temporario da pele, formando uma camada protetora sobre
feridas em casos de queimaduras, dermoabrasfes, Ulceras e areas de
autoenxertos (Jian Liu et al., 2013, Melandri et al., 2006, Ferreira et al.2010).

Suas caracteristicas tais como espessura, flexibilidade, transparéncia e
densidade sdo similares a pele humana tendo como particularidade a
permeabilidade a gases, vapores e algumas macromoléculas, e
impermeabilidade a agua e bactérias (Libero et al., 2008 & Ricci et al., 2010). O
Veloderm® também possui propriedade de boa aderéncia ao leito da ferida,

protegendo-a da contaminagdo externa, aliviando a dor, promovendo a
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migracdo dos fibroblastos e gerando um meio adequado para o
desenvolvimento dos mesmos, e a reepitelizacéo (Ricci et al., 2010 & Ferreira
et al. 2010). Essas propriedades sdo devidas ao alto grau de cristalinidade
(>75%) e o baixo grau de polimerizacdo que as fibras apresentam (de 200 a
1000 mondémeros) (Ricci et al., 2010).

Apesar de ser um produto interessante o Veloderm® n&o possui agentes
antimicrobianos, o que é um inconveniente em casos de contaminagéo
microbiana, levando a uma interrupcao do tratamento (Ricci et al., 2010). Para
uma maior seguranca e adesdo ao tratamento a incorporacdo de um

antimicrobiano de amplo espectro se faz necessaria.

Pelicula Bioldgica Natural

Figura 1: A) Apresentacao comercial do Veloderm®. B) Pelicula biologica

3.3 TRICLOSAN

O triclosan (Fig. 2) € um antibidtico sintético ndo idnico que apresenta
um amplo espectro de acdo contra diversos microorganismos, dentre eles
varias bactérias gram-negativas e positivas, alguns fungos e protozoarios
(SCCS, 2010). Seu uso tem sido estudado por mais de 30 anos, se tornando o
bisfenol mais potente e mais utilizado. Apresenta uma acao bacteriostatica em
baixa concentracdes e bactericida em altas concentracoes.

A toxicidade aguda, crbnica, teratologia e mutagenicidade do triclosan foi

estudada em animais e humanos, sendo recentemente revisada (Jones et al.,
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2000; SCCS, 2010). Em estudo com pacientes portadores de HIV, enxaguantes
bucais contendo triclosan mostraram ser capazes de reduzir a contagem de
Candida na saliva, sem apresentar efeitos toéxicos ou resisténcia (Patel et al.,
2008).

O triclosan ndo apresentou toxicidade aos tecidos da cavidade bucal,
efeitos carcinogénicos ou mutagénicos. Demonstrou segurangca em
preparacdes orais testadas em camundongos, ratos e cdes, com uma dose
letal superior a 3500 mg/kg para 50% dos animais. Em administracdo
intravenosa a dose letal foi de 19 a 29 mg/kg para camundongos e ratos
(Bhargava & Leonard, 1996).

Apesar de alguns estudos ainda alegarem que o triclosan possui
mecanismo de acdo com multiplos alvos, acredita-se que a sua a¢ao esta mais
relacionada com a inibicdo da enzima de biossintese do acido graxo, redutase
da proteina carreadora enoil-acila, em bactérias gram-negativa e gram-positiva,
assim como em micobactéria. Essa inibicdo promove a formacdo de poros
afetando a estrutura e funcdo da membrana (McMurry et al., 1998; Schweizer,
2001).

Ja foram reportadas bactérias resistentes ao triclosan como P.
aeruginosa, as quais apresentam essa caracteristica devido a bombas de
efluxo (Mima et al, 2007; Kumar & Schweizer, 2005), resistindo ao
antimicrobiano mesmo em doses superiores a 1 mg/mL (Bhargava & Leonard,
1996). No entanto, ndo se sabe se esse mecanismo teria efeito sobre o

triclosan nanoencapsulado.

OH I

Cl Cl

Triclosan

Figura 2: Estrutura quimica do triclosan.
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3.4 a-BISABOLOL

O a-bisabolol é um alcool sesquiterpénico monociclico natural (Fig. 3),
assim como o triclosan, possui um elevado carater lipofilico, com um LogD =
5,07 em pH = 7. Foi inicialmente isolado da planta Matricaria chamomilla,
pertencente a familia Asteraceae. Sua forma mais encontrada na natureza e
mais ativa € o a-(-)bisabolol, também conhecido como levomentol (Darra et al.
2008).

Devido suas propriedades a-bisabolol tem sido aplicado em cosméticos
como poés-barba, lo¢do corporal, desodorante, batom, protetor solar, produtos
para bebés e etc. A camomila, que possui um elevado percentual de a-
bisabolol, teve sua atividade cicatrizante e anti-inflamatoria testada, in vitro e in
vivo, apresentando resultados melhores que o0s com corticoides, como
triancinolona e clobetasol, tradicionalmente utilizados na clinica (Martins et al.,
2009). Outros trabalhos também observaram essa capacidade cicatrizante
(Villegas et al., 2001). Além disso, a seguranca do uso de 6leo essencial da
camomila (FDA, 2011 apud Kamatou & Viljoen, 2010) tem sido confirmada.

Em outro estudo comprovou-se a propriedade do a-bisabolol em
bloquear nervos periféricos, tendo acdo similar a da lidocaina, reduzindo a
excitabilidade e aumentando o limiar da dor, mas sem ser por uma via uso-
dependente (Alves et al., 2010). Essa propriedade € particularmente
interessante para o tratamento de feridas como as queimaduras.

O o-bisabolol teve testada sua capacidade de aumentar a
susceptibilidade de Staphylococcus aureus e Escherichia coli a antibiéticos, do
tipo hidrofilico (gentamicina) e lipofilico (eritromicina). Foi verificado que estes
tiveram sua atividade aumentada, principalmente nas bactérias gram-
negativas. Segundo os autores isso poderia ser justificado pela capacidade de
0s sesquiterpenoides agirem deturpando a fungédo normal de barreira da
membrana celular bacterianas, permitindo a entrada de compostos exégenos,
como antibioticos (Brehm-Stecher & Johnson, 2003).

Apesar de os sesquiterpenos apresentarem a propriedade de promover
a permeacao transepitelial, o a-bisabolol apresenta essa propriedade reduzida,

uma vez que possui uma cadeia de hidrocarbonetos menor, quando
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comparado a outros sesquiterpenos, reduzindo a passagem de substancias
(Brehm-Stecher & Johnson, 2003).

HiC CH;

T

OH CH;

i

H-C
Figura 3 Estrutura quimica do a-Bisabolol.

3.5 QUITOSANA

Um dos polimeros naturais que é muito utilizado para obtencdo de
nanocapsulas poliméricas e nanoparticulas ou revestimento da superficie das
mesmas € a quitosana. Isso se deve a sua biocompatibilidade, atoxicidade,
biodegradabilidade, e propriedades antibacterianas (Pillai et al., 2009; Rinaudo,
2006). Estudos anteriores demonstraram que a quitosana apresenta um amplo
espectro de acdo antimicrobiano contra bactérias gram positivas e negativas
(Chung et al., 2004), fungos e leveduras (Rabea et al., 2003), varios
mecanismos de acdo para tal atividade tém sido propostos, entre eles, a
ligagéo a cargas negativas na parede microbiana, levando ao aparecimento de
poros e consequente extravasamento do conteudo citoplasmético (Qi et al.
2004), ligacdo com tracos de metais provocando inatividade enzimatica (Cureo
et al. 1991), entre outras.

A quitosana também promove a cicatrizacdo de feridas por acelerar a
infiltracdo de células inflamatérias e estimular a migracédo e replicacdo de
fibroblastos, além de aumentar a producdo de colageno tipo Ill na area da
ferida (Ueno et al., 1999). Essas caracteristicas fazem da quitosana uma boa
candidata para aplicacbes em feridas, ndo sendo apenas uma barreira entre o

meio interno (nucleo) e o meio externo (fase aquosa), mas sim um componente
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de acdo farmacolégica, aumentando o0 espectro de acdo antimicrobiana e

acelerando a cicatrizagéo da ferida.

3.6 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Nanoparticulas poliméricas sédo sistemas carreadores de farmacos que
apresentam atividade diferenciada devido a sua escala reduzida. Estas tém
sido estudadas para veiculacédo de varios agentes antimicrobianos e tém obtido
bons resultados em aumentar a eficacia terapéutica no combate de varias
doencas infecciosas (Huh & Kwon, 2011). As nanoparticulas poliméricas séo
Otimos veiculos para a administracdo de farmacos antimicrobianos topicos.
Contrariamente ao farmaco livre em solucdo, elas ndo se dissolvem pelas
camadas da pele, aumentando a concentracdo no sitio de acéo e nao atingindo
a circulagao sistémica, ficando retidas nas camadas mais superficiais, tanto na
pele integra (Alvarez-Roman et al. 2004) como na inflamada (Abdel-Mottaleb et
al. 2012).

Em um estudo com nanocapsulas poliméricas de poli(e-caprolactona)
veiculando clorexidina, estas foram capazes de provocar a inibicdo sustentada
de varias bactérias in vitro e atividade bactericida sustentada contra
Staphylococcus epidermidis. Este efeito foi provocado por interacdes das
nanocapsulas com componentes das bactérias, facilitando a difusdo continua
do farmaco do nudcleo, para a membrana celular da bactéria e limitando a
adesdo das mesmas a superficie (Lboutounne et al. 2002).

Nanoparticulas de quitosana mostraram poder de inibir o crescimento de
diversos micro-organismos e um grande potencial bactericida, sendo mais ativo
que a quitosana soluvel e doxiciclina (Qi et al., 2004). Microscopia de forga
atbmica das mesmas nanoparticulas de quitosana em contato com S.
choleraesuis demonstrou a sua capacidade de provocar a ruptura da
membrana celular bacteriana promovendo o extravasamento do citoplasma e

levando a morte celular (Qi et al., 2004).
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Para a producéo de nanocapsulas revestidas com quitosana, o pH deve
ser ajustado para 5, segundo o método descrito por Mazzarino e colaboradores
(2012), o que faz com que o triclosan apresente um LogD de 5,17. Segundo
(Oliveira et al., 2013) com esse valor o farmaco encontra-se com uma
distribuicdo do tipo VI, ou seja, localizando-se principalmente na parede
polimérica e no nucleo. Com isso o farmaco retido no nucleo seria liberado
mais rapidamente em contato com o exudato e consequente difusdo, enquanto
que o retido no interior da parede polimérica seria liberado lentamente pelo
processo de erosdo. Somado a isso, 0 efeito antimicrobiano da quitosana
manteria a area livre de contaminacao durante o processo de cicatrizacao.

Varias nanoparticulas foram anteriormente relatadas na literatura como
possuindo a capacidade de reverter a resisténcia de micro-organismos a
antimicrobianos. Nanoparticulas de quitosana, marcadas com &cido félico e
veiculando vancomicina foram utilizadas como cavalos de troia, para reverter a
resisténcia de isolados clinicos de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA)
(Chakraborty et al. 2010). Em outro estudo foi relatada a capacidade de
nanoparticulas poliméricas de poliacrilato, quando ligadas covalentemente a
penicilina, de restaurar a atividade de antibioticos beta-lactamicos frente a S.
aureus resistente a metacilina (Turos et al., 2007; Abeylath & Turos, 2008).
Apesar dos resultados positivos destes estudos, cabe a resalva sobre a
bioincompatibilidade dos acrilatos e o fato de a ligacdo da penicilina ao

polimero estar formando uma nova substancia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAS

4.1.1 Matérias-primas:

- Triclosan (Fagron, Séao Paulo, Brasil);

- Veloderm® (Natek, Jo&o Pessoa, Brasil);

- Poli(e-caprolactona) MM = 80.000 Da (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);

- Quitosana de baixo peso molar MM= 50,000-190,000 g.mol™, 75-85%
desacetilada (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);

- Polissorbato 80 (Henrifarma, Sao Paulo, Brasil);

- Alfa-bisabolol Natural (Fagron, Sado Paulo, Brasil);

- Lipoid S75® (Fosfolipidio de soja sem gordura, com 70% de fosfatidilcolina)
(Lipoid AG, Ludwigshafen, Alemanha);

- Caldo Mueller Hinton 2 (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);

- RPMI-MOPS (RPMI 1640 meio contendo L-glutamina, sem bicarbonato de
sédio — Sigma, St. Louis, EUA — pH 7,0 com 0,165 mol/L de tampdo MOPS —
Sigma);

- MTT brometo de ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazélio) (Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);

- Alcool Isopropilico (Vetec, Duque de Caxias, Brasil);

- Acido acético glacial (Fmaia, Brasil)

- Acetona padrao-analitico (Vetec, Duque de Caxias, Brasil);

- Acetonitrila grau HPLC (Tedia, Sao Paulo, Brasil);

- Etanol grau HPLC (Tedia, Sao Paulo, Brasil);
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4.1.2 Aparelhos e equipamentos:

- Agitador magnético - Fisatom® Mod. 752A (S&o Paulo, Brasil);

- Balanca analitica APX-200, Denver Instrument (NY, EUA);

- Evaporador rotatorio (Buchi, Suica)

- Mastersizer 2000 — Malvern (Worcestershire, Reino Unido);

- Zetasizer® — Nano-ZS Modelo ZEN 3600 — Malvern (Inglaterra);

- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — Shimadzu LC 20A (Tokyo, Japéao);
- Coluna cromatografica Nova-Pax de fase reversa C18 (150 x 3.9 mm, 4um ,
110 A de diametro de poro, Waters®, Milford, Estados Unidos);

- Equipamento automatizado de células de difusdo Franz (Hanson Research,
EUA);

- Espectrofotdmetro Cary 50 UV-Vis (Varian, USA);

- Espectrofotometro Femto 600 plus (S&o Paulo, Brasil)

4.1.3 Material de consumo:

- Membranas de acetato de celulose 25 mm (cut off 14.000 Da) (Sigma-
Aldrich®)
- Ultrafree-MC® 10.000 Da (Millipore, Bedford, USA);

- Placa de cultura estéril, 96 pocos, fundo chato (Corning, Nova lorque, USA);

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Preparacdo de nanocipsulas poliméricas de poli(e-caprolactona)

revestidas com quitosana veiculando a-bisabolol e triclosan:

A técnica empregada para a obtencdo da suspensdo de nanocapsulas

foi de precipitacdo de polimero pré-formado pelo deslocamento de solvente
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(nanoprecipitacdo), descrita por (Fessi et al. 1989, Bender et al. 2012 &
Jornada et al. 2015).

Para a preparacdo das suspensdes de nanocapsulas foram preparadas
duas fases, uma organica e uma aquosa. A organica foi dividida em dois
béqueres, o primeiro contendo 0,1 g de poli(e-caprolactona) (PCL) e 0,01 g de
triclosan adicionados a 25 ml de acetona e aquecidos a 40°C sob agitacao, até
a total dissolugdo. No segundo béquer uma aliquota de 160 uL (a temperatura
ambiente) de a-bisabolol e 0,077g de lecitina de soja foram dissolvidos sem
aguecimento, sob agitacdo em 10 ml de etanol absoluto. Ao final da dissolucao,
o béquer contendo a solucao etandlica foi vertido no contendo a solucao de
acetona para obtencdo de uma Uunica fase organica. A fase aquosa foi
preparada concomitantemente com a FO, em um terceiro béquer, no qual
0,077 g de polissorbato 80 foi dissolvido sob agitacdo em 20 ml de agua
ultrapura MilliQ®.

Apés a total dissolucdo da fase organica, esta foi injetada na fase
aguosa sob agitacao utilizando um funil. Com a formacéo de um liquido turvo a
suspensao foi mantida sob agitacdo por mais 10 minutos. Esta foi concentrada
a 40°C sob pressédo reduzida em um rota-evaporador, para a obtencdo da
suspensdo de nanocapsulas ndo revestidas (NCsg), com volume final de 10
mL.

Para o revestimento a quitosana (0,07 g) foi dissolvida em 10 mL de
solucdo a 1% de acido acético. A solucéo de quitosana 0,7% (p/v) foi gotejada
sob agitagdo magnética (em torno de 600 RPM) na NCsq na proporgéo solucdo
de quitosana/suspensdo de 1:9 e mantida em agitacdo por 1 hora a
temperatura ambiente, para obtencdo da suspensdo de nanocapsulas
revestidas (NCcg). O esquema ilustrativo da obtencdo da NCcq esta
apresentado na Figura 4.

Para as analises microbiol6égicas, todos os utensilios passiveis de
aguecimento, foram autoclavados, ja aqueles que nado foram possiveis a
autoclavagem, foram higienizados com etanol 70° GL. As amostras foram
utilizadas o mais rapido possivel apos a preparacdo, a fim de reduzir ao

mAaximo a carga microbiana.
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Figura 4: Processo de obtencdo da suspensdo de nanocapsulas. A: Mistura da
solucdo etandlica a solucéo de acetona. B: Injecdo da fase organica na fase aquosa.
C: Rota-evaporacao dos solventes. D: Revestimento com solugéo de quitosana.

4.2.2 Preparacao dos controles: triclosan livre (Tjve), a-bisabolol livre (Qjre),

emulséo de a-bisabolol e triclosan (Taje) € Nanocapsulas brancas (NCgg)

Para solubilizar em agua triclosan e a-bisabolol, que possuem um
coeficiente de particdo &agua-6leo muito elevado (LogD= 5,17 e 5,07,
respectivamente), foi utilizado polissorbato 80, na mesma concentracao final
que na suspensao de nanocapsulas (0,0069 g/mL). Cada substancia foi
alicotada (triclosan = 0,09 g e a-bisabolol = 0,160 pL) e colocada em um gral,
em seguida o polissorbato 80 (0,077 g) foi adicionado, a mistura foi
homogeneizada com um pistilo e a agua MilliQ® (10 mL) adicionada aos
poucos, até a completa dispersdo, obtendo-se o Taje. Para obtencdo do Tire
OU Qjivre, O processo foi 0 mesmo do Tajyre, €xcetuando a presenca do triclosan,
para o Qjivre, OU O a-bisabolol para o0 Tjire.

A suspenséo de NCgr foi obtida da mesma forma que a de NCcq, como
descrito no item 4.2.1, substituindo-se o a-bisabolol por triglicerideos de cadeia
média (TCM) e excluindo-se o triclosan da formulac@o. Assim como para as
suspensdes de nanocapsulas, os utensilios foram previamente esterilizados

para reducao da carga microbiana presente na amostra.

4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas:

As suspensdes de nanocapsulas foram caracterizadas através da

determinacdo do diametro de particula, auséncia de contaminantes
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micrométricos, indice de polidispersao, potencial zeta da superficie, pH da
suspensao, eficiéncia de encapsulacdo, quantificacdo, perfis de liberagéo,
morfologia por microscopia eletronica de transmisséao (MET) e densidade de

namero de particulas. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.3.1 Auséncia de contaminantes micrométricos, tamanho das particulas e

indice de polidisperséo (PDI)

As formulagbes foram analisadas pela técnica de difracdo de laser por
via Umida (Hydro 2000, Mastersizer 2000®, Malvern, Worcestershire, Reino
Unido) com agua destilada, com intuito de verificar a presenca de particulas
micrométricas contaminantes (possiveis aglomerados de nanocapsulas), assim
como para determinar o diametro médio das particulas baseado no volume
(D[4,3]) e sua dispersdo (span) (Equacéo 1). Para as leituras foi utilizado o
indice de refracdo da quitosana (1,345) (Schatz et al.2003).

Constatada a auséncia de contaminantes micrométricos, foi procedida a
andlise de distribuicdo de tamanho de particulas e indice de polidisperséao
através da técnica de espalhamento de luz dinamico (ZetaSizer®, Nano-ZS
Modelo ZEN 3600, Malvern, Inglaterra), a qual define com maior precisdo o
diametro médio das particulas e a polidispersdo das mesmas. As analises

foram realizadas a 25°C, com o angulo do detector de 173°.

Equacéo 1: span = doo— dos
d0,5

4.2.3.2 Potencial Zeta

O potencial zeta das suspensdes de nanocapsulas foi determinado
através da andlise da mobilidade eletroforética das particulas (Zetasizer®,
Nano-ZS Modelo ZEN 3600, Malvern, Inglaterra), apos as formulacdes serem
diluidas (500 vezes, v/v) em solugdo de NaCl 10 mM, previamente filtrada
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através de membrana de 0,45 ym de didmetro de poro. As analises foram

realizadas a 25°C e em triplicata de lote.

4.2.3.3 Analise de pH

O pH foi determinado pela técnica de potenciometria (B474, Micronal,
Séo Paulo, Brasil). As medi¢Ges foram realizadas diretamente nas formulacdes
contendo suspensfes de nanocapsulas antes e ap0s 0s revestimentos.
Também foram analisadas amostras da solucdo de NaCl (10 mM), utilizada
para medigcbes do potencial zeta, além de suspensBes de NCcq diluidas

conforme item 3.2.3.2. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

4.2.3.4 Eficiéncia de Encapsulacao (EE%)

A técnica para determinacdo da EE% foi de ultrafiltracéo-
ultracentrifugacdo, na qual se utilizaram Ultrafree-MC® (Millipore, Bedford,
USA) de 10.000 Daltons. Nesta técnica o triclosan ndo encapsulado
presente na suspensédo de NCcq, ap6s uma centrifugacéo a 5.000 r.p.m. por
10 minutos, passa para o ultra-filtrado, sendo posteriormente quantificado
por CLAE. Por sua vez, as nanocapsulas ficam retidas no filtro, assim como
o triclosan nanoencapsulado. Determina-se a taxa de associacdo (EE%) de
forma indireta, aplicando a Equacdo 2, na qual T é o teor e UF é a

quantidade de triclosan doseado no ultra-filtrado (Paese et al., 2009).

Equacéo 2 EE% = (T-UF) x 100
T
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4.2.3.5 Teor

A concentracao de triclosan a partir das suspensdes de nanocapsulas foi
determinada através da extracdo em acetonitrila sob agitacdo de 30 minutos no
ultrassom, seguido de filtragem em filtro de 0,45 pym (Millipore® Millex-HV) e
andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) com o0s
parametros de acordo com o Anexo 1. O doseamento do triclosan no (T=0) e
(T=30 dias) foi utilizado para determinar a estabilidade da formulacdo durante

um meés.

4.2.3.6 Liberacdo em saco de dialise

O perfil de liberagao do triclosan da suspenséao de NCcq foi avaliado em
meio de dissolucao etanol:agua (1:1, v/v). Este meio foi o de escolha por ser o
capaz de manter a condicdo sink tanto para a-bisabolol, como triclosan. As
amostras (1,5 mL) foram colocadas em sacos de membranas de acetato de
celulose 25 mm (cut off 14.000 Da) (Sigma-Aldrich®) seladas e imersas em
meio receptor (200 mL) sob agitacdo magnética constante (600 RPM). O perfil
de liberagéao foi tracado com tempos de coleta de 10, 30 e 60 minutos, 3, 6, 12,
18, 24, 36 e 48 horas. A cada intervalo foi retirado uma aliquota do meio
aceptor, filtrada em filtro de 0,45 um de diametro de poro (Millipore® Millex-HV)
e doseado por CLAE, de acordo com os parametros descritos no Anexo 1. A
modelagem matematica (MicroMath Scientist®, version 2.01, St. Louis, MO,
USA) foi utilizada para analisar os perfis de liberacdo do utilizando os modelos
monoexponencial e biexponencial (Fontana et al., 2009).

4.2.3.7 Avaliacao da morfologia das nanocapsulas

Para a andlise da morfologia das nanocapsulas foi utilizada a técnica de
microscopia eletrénica de transmissdao (MET), com um microscopio de
transmissdo JEM 1200 ExIl, operado a 80 kV (Centro de Microscopia

Eletrénica, UFRGS, Brasil). O preparo das amostras se deu através da diluicdo
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das suspensdes de nanocépsulas no valor de 10 vezes (v/v) em agua MilliQ®.
Em seguida cada amostra foi depositada sobre um grid, de aproximadamente
200 mesh composto de cobre e revestido por um filme de absorcéo de elétrons
de Formvar-Carbono (Electron Microscopy Sciences). As amostras ficaram em
contato com os grids por 1 minuto, apdés o qual o excesso foi retirado com
auxilio de papel filtro. Os grids entdo foram metalizados com a adicdo de
solucéo de acetato de uranila a 2% (m/v) previamente filtrada em filtro 0,45 pum
(Millipore® Millex-HV), permanecendo em contato por 1 minuto. Apds esse
periodo o excesso da solucao foi removido com auxilio de um novo papel filtro.
As amostras ficaram em repouso no dessecador por 24 horas até a analise. As
magnitudes utilizadas para as anélises microscopicas foram 50.000, 100.000 e
200.000 vezes.

4.2.3.8 Densidade de numero de particulas

A densidade do numero de particulas foi determinada através da
turbidimetria de acordo com Poletto e colaboradores (2008). As amostras foram
diluidas em agua MilliQ® filtrada, em filtro de 0.45 um de diametro de poro, em
cinco concentragdes diferentes (20, 40, 60, 80 e 100 uL em 10 mL de agua).
Para as analises foi utilizado espectrofotobmetro Cary 50 UV-Vis (Varian, USA)

em um comprimento de onda em que os farmacos n&o absorviam (A= 395 nm).

4.2.4 Atividade antimicrobiana das nanocapsulas

As suspensdes de nanocapsulas tiveram sua atividade antimicrobiana
testada através de microdiluicdo seriada, para a determinagédo da concentracao
inibitéria minima (CIM), e teste desafio, no qual foi testada a atividade da
suspensdo de NCcq, assim como a mesma impregnada em curativo de
hemicelulose. As atividades antimicrobianas das formulacbes foram testadas
frente as cepas de bactérias Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), ja
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para levedura foi utilizada a cepa de Candida albicans (ATCC 24433) (Maillard
et al., 1998, Messager et al., 2001 e Lboutounne et al., 2002).

4.2.4.1 Determinacéo da concentracao inibitéria minima (CIM) em bactérias

A microdiluicdo seriada com deteccdo de turbidimetria foi a técnica de
escolha para determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) em
bactérias. Esta € uma técnica que pode ser aplicada a todas as cepas
bacterianas do estudo, metodologia similar j& foi utilizada para avaliacdo de
nanoparticulas metdlicas (Jones et al., 2007).

Em bactérias a metodologia de preparacdo do inéculo foi a de
suspensao direta, descrita pelo guia da CLSI (2003). Brevemente, entre 3-5
colénias eram raspadas da placa de agar Mueller Hinton (previamente
incubada com a cepa por 24 horas a 37°C) e suspensas em solugdo salina.
Esta teve a turbidez ajustada para entre 0,08 e 0,10 de absorbancia em
espectrofotdbmetro (Femtom 600 Plus) com A=625 nm, a fim de obter o
equivalente a 0,5 McFarland. Apds o preparo do inéculo concentrado (=1x10®
UFC/mL), este foi diluido na razdo de 1:100 em caldo Mueller Hinton, para
obtencado da concentracéo intermediaria do indculo (=1x10° UFC/mL), que com
a diluicdo no poco da microplaca na razdo de 1:1, atinge a concentracdo
adequada para o teste de CIM (=5x10° UFC/mL).

Apbs a preparacédo do inéculo, as placas de 96 pocos foram preenchidas
de acordo com a Figura 5. Na primeira coluna, com o auxilio de uma
micropipeta, foram adicionados 200 puL da amostra a ser analisada, as colunas
subsequentes foram preenchidas com 100 pL de caldo Mueller Hinton, com
excecdo da ultima, a qual adicionou-se 200 pL, pois se tratava do controle
negativo do meio (C-). Para iniciar a diluigdo, 100 yL da primeira coluna foi
retirado e transferido para a segunda coluna, seguido de homogeneizagdo com
a propria micropipeta, entdo 100 pyL desta foi transferido para a terceira,
repetindo o processo sucessivamente até a antepenultima coluna, diluindo a
concentracdo pela metade a cada transferéncia. Ao final das diluicbes foram
adicionados 100 pyL do inéculo intermediario em todas as colunas, com

excecao da ultima (C-).
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Figura 5: Esquema de preenchimento da placa de microdiluicdo seriada, onde C+ € o
controle positivo de crescimento e C- o controle do meio.

ApOés o preparo, as placas com as amostras e inb6culo foram
imediatamente levadas ao espectrofotbmetro de placas (Spectramax, USA)
(A=625 nm) para a medida da turbidimetria inicial (To) da amostra com o inéculo
no tempo zero. As placas foram entéo deixadas em estufa por 24 horas a 37°C.
Apoés esse periodo, a turbidez foi novamente verificada (T,4) € 0 resultado
subtraido pelo do dia anterior, para verificar se houve aumento da turbidez,
sinal de crescimento bacteriano (Cg) no po¢o em andlise, conforme a Equacao
3. Foram testadas suspensfes de nanocdpsulas contendo os farmacos
(triclosan e a-bisabolol), antes e apds o revestimento (NCsq e NCco),
nanocapsulas brancas (NCgr) € os farmacos livres (Tiye © Qive). TOdas as
andlises foram feitas em triplicata e o MIC determinado através de analise

estatistica.

Equacéo 3: Ce=Tau—-To
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4.2.4.2 Microdiluicdo seriada para leveduras

Nas leveduras o in6culo foi obtido pela técnica de suspensédo direta,
como descrita no guia da CLSI no documento M27-A3 (CLSI, 2008).
Brevemente, aliquotas de levedura foram raspadas e suspensas em solucao
salina, a turbidez foi ajustada para 90% de transmitancia em espectrofotdmetro
(A=530 nm), a fim de obter o indculo concentrado (entre 0.5x10° a 2.5x 10°
UFC/mL). Este foi diluido em solucdo salina na propor¢cao de 1:50 obtendo o
in6culo intermediario, que por sua vez foi novamente diluido em meio RPMI
1640 na proporcéo 1:20 obtendo o inéculo final (0,4x10* a 5x10* UFC/mL).

Para obtencdo do CIM de C. albicans, ndo foi possivel a utilizacdo da
técnica de turbidimetria, pois esta apresenta problemas mediante a formacéao
de botdes, assim como a contagem de colbnia ndo é efetiva ap0s a agregacao
celular (Jahn et al., 1995). Para tanto foi utilizado um método de deteccédo de
viabilidade celular, através da reducdo de sais do tetrazolio e formacédo do
formazam (MTT), o qual tem sido utilizado para determinacédo da atividade de
diversos antifungicos (Jahn et al., 1995; Meletiadis et al. 2000). Basicamente,
apos a obtencado do indculo, a microplaca era preenchida similarmente ao item
4.4.2.1, substituindo o caldo de cultura Mueller-Hinton por caldo RPMI 1640.
Terminadas as diluicdes seriadas da amostra em caldo, o inéculo (100 yL) foi
adicionado a placa e esta incubada por 48 horas em estufa a 35°C.

Apbs a incubacéo as placas foram retiradas da estufa e processadas de
acordo com a técnica de MTT adaptada de Meletiadis e colaboradores (2000),
que consistia em retirar o sobrenadante (150 pL) de todos os pogos analisados,
repor a mesma quantidade de caldo RPMI 1640 com MTT, deixando em
contato por trés horas em estufa 32°C. Terminado o tempo de contato, o
sobrenadante (150 pL) foi novamente retirado do pogo e adicionado
isopropanol (150 pL), seguido de homogeneizacdo para a completa extracdo
do corante. O sobrenadante (150 pL) foi transferido para uma nova placa de 96
pocos, a qual foi lida em espectrofotdmetro de placas (Spectramax, USA) nos
comprimentos de onda de 570 nm (ABs70) € 690 nm (ABsgo), deduzindo o valor
do segundo (interferentes da placa) do primeiro, para obtencdo do valor de

absorbancia (AB). Os resultados das amostras (ABas;o — ABaggo) foram



46

comparados com o controle positivo (ABcszo — ABcsoo) € expressos em

porcentagem (Equacao 4) de acordo com Pippi e colaboradores (2015).

Equa(;éo 4. AB= [1 - (ABA57() — ABAsgo) / (AB(;570 — ABcsgo)] X 100

4.2.4.3 Determinacdo do numero de nanocapsulas por bactéria

A determinacdo da densidade de particulas, descrita no item 3.2.3.8,
possibilitou estimar o numero de particulas presentes em cada poco de
diluicdo. Através da relacdo numero de nanocpsulas com o numero de
bactérias (pré-determinadas) no inoculo, descrita no item 3.2.4.1, foi possivel
obter a relacdo nanocapsulas/bactéria pela Equacdo 5. Onde (R) é a razdo
entre o numero de unidades formadoras de colénia (UFC) e nanoparticulas,
Nurci00 0 humero de UFCs em 100 microlitros de indculo, a 0,5 MacFarland e

NP100 0 Nnimero de particulas em 100 microlitros da suspenséo NCcgq.

Equacéo 5: R = Nurci0o
NP 100

4.2.4.4 Determinacao do potencial zeta de bactérias

O potencial zeta (carga de superficie) das bactérias foi determinado para
verificar se ha alteragéo do mesmo em presenga das NCcq, que sao cationicas.
A técnica utilizada foi similar a descrita no item 3.2.3.2, com substituicdo das
amostras, ao invés de suspensdo de nanocapsulas, foram analisados as
seguintes condi¢des, inodculo sozinho e indculo com suspensdo de NCcq (1:1),
simulando uma diluicdo seriada. A cepa bacteriana analisada foi de

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), a qual, apés o contato com a
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nanocapsula, foi deixada em repouso por meia-hora. A metodologia utilizada foi

adaptada de Neumann e colaboradores (2006) e Shamim & Rehmam (2014).

4.2.4.5 Teste desafio

A técnica do teste desafio (Challenge Test) foi a de escolha para a
verificacdo dos resultados obtidos na microdiluicdo seriada, assim como
comprovar a manutencao dos efeitos antimicrobianos na suspensao seca por
aspersao em curativos de hemicelulose. A metodologia utilizada foi a descrita
na Farmacopeia Brasileira (2010), a mesma consiste na contaminacao
intencional da amostra em analise (suspenséo de NCcq e NCcq incorporada ao
curativo), previamente diluida na proporcdo de 1:9 (tampé&o cloreto de sodio
peptona, pH entre 6-8), com uma aliquota (100 L) de suspensado (=1,5 x 10°
UFC/mL) da cepa a ser analisada Tabela 1. Em tempos pré-determinados (24
horas, 7, 14, 21, 28 dias) de contato (micro-organismo amostra) a 35+1°C,
foram retiradas aliquotas e plagueadas em placas com meio de cultura
especifico (Tabela 1). As placas para cepas de bactérias foram incubadas a
35+1°C por dois dias, enquanto que as contendo leveduras foram mantidas a
25-30°C por 5 dias. Apos esse periodo foi realizado a quantificacao visual. Para
uma maior seguranca dos resultados, as analises de teste desafio foram

terceirizadas com a empresa Pro-ambiente (Porto Alegre, Brasil).

Tabela 1: Cepas analisadas e meios de cultura utilizados para cada micro-organismo.

Cepa Analisada Meio de Cultura
Escherichia coli ATCC 8739 Agar MacConkey
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Agar Baird Parker
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Agar Cetrimide
Candida albicans ATCC 10231 Agar Batata Glicosado
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4.2.5 Analises Cutaneas

Foram realizadas analises de permeacao/penetracdo cutanea em pele
abdominal de porcos fémea, assim como lavabilidade do tecido frente a

aplicacdo da suspensao de nanocapsulas.

4.2.5.1 Permeacéao/penetracado Cutanea

A permeagdo/penetracdo cuténea foi avaliada utilizando o equipamento
de células de Franz automatizado. Foi utilizada pele abdominal de porcas
fémea obtidas de abatedouro e imediatamente limpas, processadas, medidas
a espessura e congeladas a -5°C, até posterior uso.

Os experimentos de absorgao dérmica foram conduzidos em equipamento
de células de Difusdo de Franz automatizada (Microetteplus, Hanson), onde
uma triplicata foi utilizada para cada condicdo testada. O meio receptor
utilizado etanol:agua (1:1 v/v) foi escolhido de acordo com a concentracédo de
saturacdo do farmaco no mesmo (Terroso, 2014), o qual foi mantido sob
agitacdo magnética de 400 rpm a 32,0 £+ 0,5 °C (Figura 6). Foram
depositados 300 yL de amostra sobre a pele, as quais possuiam espessuras
entre 1,8 a 2,0 mm. O tempo de o contato foi de 24 horas, apés o qual, o
conjunto, formulacédo + pele foi retirado do aparelho, o excesso de formulacao
presente no compartimento doador removido com auxilio de algodao. A
separacdo do estrato corneo se deu pela técnica de tape striping com 18
fitas adesivas (Scocht 3M), jA as demais camadas (derme e epiderme)
através de banho de agua morna (60°C por 45 segundo) e subsequente
raspagem com espatula. O triclosan foi extraido das diferentes camadas da
pele com acetonitrila e agitacdo em vortex por 2 minutos, seguido de
ultrassonicacdo por 30 minutos e quantificado pelo método de CLAE. As
amostras analisadas foram triclosan livre (Tajwe) € Nnanocapsulas revestidas
(NCcq), e 0o meio receptor utilizado consistiu de solugdo etanol-agua na

proporcao de 1:1, garantindo condi¢ao sink.
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Figura 6: Esquema de disposi¢cdo dos componentes presentes na célula de Franz.
4.2.5.2 Teste de lavabilidade (washability)

Este ensaio foi realizado para verificar a capacidade de retencdo do
triclosan no local de acao (pele) pelas suspensdes de nanocépsulas, frente ao
farmaco livre. Para o experimento foi utilizado uma célula de Franz modificada
Figura 7, na qual foram colocadas, entre o compartimento de lavagem e o
receptor, amostras de pele abdominal de porcas fémeas sem o estrato cérneo,
para simular uma pele danificada por uma queimadura de segundo grau. Sobre
essa pele, foi aplicada uma aliquota (150 uL) da amostra a ser analisada e
deixada em contato por 15 minutos. ApGs esse periodo foi iniciada a passagem
da solucéo de lavagem, que consistia em etanol:agua (1:1 v/v) com fluxo de 1
mL/minuto. As amostras foram retiradas e filtradas em filtro de 0,45 pm
(Millipore® Millex-HV) para subsequente quantificacdo em CLAE. Os tempos
de coleta foram de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 minutos e as amostras analisadas
fora Tajivre, SUspensdo de NCsq e suspensédo de NCcq. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.
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Figura 7: Célula de Franz modificada utilizada para o experimento de lavabilidade.

4.2.6 Incorporacéo das nanocépsulas ao Veloderm®

As peliculas de hemi-celulose (Veloderm®) foram pesadas antes e ap6s
serem borrifadas com suspenséo de NCcq e secas a temperatura ambiente em
local protegido do vento. Apds 24 horas as nanocapsulas associadas aos
curativos foram extraidas e quantificadas em CLAE utilizado metodologias
previamente validadas, descritas no Anexo 2.

4.2.7 Analise Estatistica

Os resultados dos ensaios de permeacdo e penetracdo e liberacao
foram analisados estatisticamente através de comparacdes mdltiplas usando
ANOVA One-Way e Bonferroni como pos-teste a um nivel de probabilidade de
0.05. Para comparagdes um a um foi utilizado teste T de student pareado com
o mesmo nivel de probabilidade. Todas as andlises foram realizadas pelo
programa GraphPad Prism 5.0. Nos gréficos as barras de desvio se referem ao

erro padréo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparacao e caracterizagao fisico-quimicas

5.1.1 Suspensdes de nanocapsulas

As nanocapsulas foram preparadas pela técnica de nanoprecipitacdo por
deslocamento de solvente, utilizando uma proporgéo de solventes, acetona e
agua, inédita (dados ndo publicados) e apresentando uma nova associacéo de
farmacos, triclosan e a-bisabolol. A suspensao apresentou uma caracteristica
branca leitosa com um reflexo azulado, resultado do efeito Tyndal, sem
formacao de precipitado ou separacéo de fases.

O perfil de distribuicdo granulométrico por volume utilizando difracéo de
laser (Mastersizer 2000®, Malvern, Reino Unido) mostrou ser unimodal, sem a
presenca de picos micrométricos, como visto na Figura 8, com uma média de
distribuicdo de diametro por volume (D[4,3]), similar as observadas no Z-
averange do retroespalhamento de luz dindmico. Os resultados de PDI e span
mostraram um perfil de distribuicdo homogénio das formula¢cdes (Tabela 2). O
potencial zeta analisado nas suspensdes antes (NCsg) € apds o revestimento
(NCco) mostrou uma destacada influencia do revestimento de quitosana sobre
a carga de superficie das particulas, passando de anidnicas (-15,3+2,98 mV
em 1,37+0,07 mS/cm de condutividade) para catibnicas (+13,67+0,35 mV em
1,38£0,06 mS/cm de condutividade); resultados similares também foram
observados por Bender e colaboradores (2012) para nanocapsulas de nucleo

lipidico antes e apds o revestimento com quitosana.
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Figura 8: Perfil de distribuicdo granulométrico das nanocapsulas de a-bisabolol,
revestidas com quitosana, veiculando triclosan.

Tabela 2: Resultados das andlises de didmetro e polidispersao.

Formulacéo D[4,3] (nm) Z-averange (nm) Span PDI

NCcqo 137+1,5 144+2 0,984+0,03 0,133+0,019

O pH apresentado pelas suspensdes de nanocapsulas variou entre as
suspensdes sem revestimento (7.04 + 0,17) e com revestimento de quitosana
(4.09 = 0,1), revelando uma pronunciada influéncia do &cido acético (1%)
presente na composicdo da solucdo de quitosana (0,7%) sobre o pH. Esta
reducdo de pH entre suspensdes sem revestimento e com revestimento de
quitosana, também foi observada por Bender e colaboradores (2012). Os
valores de pH para a solucdo de NaCl (10 mM) e da suspensédo de NCcq
diluida na mesma foram de (7,06 + 0,06) e (5,59 + 0,06), respectivamente. Esta
elevacdo do pH pode representar um interferente nas medicdes do valor do
potencial zeta, uma vez que a densidade de cargas da quitosana € dependente
do pH (Singla & Chawla, 2001) com pKa =6-6,5 (Pajuna et al., 2012).

O teor de triclosan para as NC¢q foi de 0,86 0,02 mg/mL, proximo ao
valor tedrico de 0,9 mg/mL. Ap6s 30 dias de armazenamento a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, os mesmos lotes apresentaram teores médios de
0,82 + 0,01, ndo havendo diferenca estatistica significativa (P<0,05) entre os
dois resultados, representando 94,67% do teor inicial (Fig. 10). A eficiéncia de
encapsulacdo (EE%) foi préxima a 100% para o triclosan, nenhum pico pode
ser observado (A=280), dentro do limite de detec¢ao do método empregado, no

tempo de retencdo de 4,2 minutos, conforme mostra a Figura 9. Os resultados
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da EE% e o teor, proximo ao teorico, corroboram com o modelo de distribuicdo
do farmaco proposto por Oliveira e colaboradores (2013), no qual farmacos
com LogD préximo de 5 teriam toda sua distribuicdo no nucleo e parede da

nanocapsula.
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Figura 9: Cromatograma de uma das leituras do ultra-filtrado, mostrando a
auséncia do pico referente ao triclosan.
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Figura 10: Teor do triclosan no tempo 0 (T=0) e apés 30 dias (T=30). Valor referente
a massa total de uma suspenséo de 10 mL.

Para selecionar a formulacdo de triclosan livre, a ser utilizada no ensaio
de liberacdo, e que serviria de modelo de comparacdo com a suspensdo de
nanocapsulas, foram realizados ensaios preliminares com dois diferentes tipos
de formulacgdes: triclosan solubilizado, em etanol ou em polissorbato 80 (7,7
mg/mL). Os perfis de liberacdo do triclosan a partir das duas formulagdes foram

muito semelhantes (Fig. 11), ndo havendo diferenca estatistica significativa em
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nenhum dos pontos de coleta. Assim, foi selecionado o farmaco solubilizado
em etanol, por apresentar uma maior facilidade metodolégica na preparacao.

A comparagéo entre os perfis de liberagdo do triclosan para o meio a
partir da suspensédo de nanocapsulas frente ao triclosan livre, mostrou certa
retencdo do mesmo quando nanoencapsulado (Fig. 12). O farmaco livre
apresenta uma dissolugao inicial mais rapida =50% em 270 minutos (4,5 horas)
de experimento e atinge o platd em 1080 minutos (18 horas). Por sua vez, o
triclosan presente nas nanocapsulas é liberado mais progressivamente, =50%
do farmaco liberado em 720 minutos (9 horas), seguindo na mesma velocidade
de liberacdo, até atingir o mesmo platd em 2160 minutos (36 horas). Este
resultado confirma a liberacdo gradual e sustentada a partir das nanocépsulas,
0 que pode contribuir para uma maior manuten¢do do farmaco no sitio de acao
por um maior periodo de tempo.

A modelagem matematica do perfil de liberacdo do farmaco permitiu
determinar o tipo de modelo, monoexponencial ou biexponencial. O modelo
gue mais se adequou ao perfil de liberacdo foi o0 monoexponencial (Fig. 13),
comprovando uma liberacéo progressiva e sustentada do farmaco por difusdo
da nanocapsula para o meio.

A modelagem matematica foi utilizada para analisar a liberacdo do
triclosan e cada perfil foi modelado utilizando as equacées monoexponencial e
biexponencial. As Tabelas 1.4 e 1.5 apresentam os valores de velocidade de
liberagdo k (min*) e tempo de meia vida ti2 (h) para o modelo
monoexponencial, uma vez que as formulagdes ndo puderam ser modeladas

pela equacado biexponencial.
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Figura 11: Comparagéo do perfil de liberagéo do triclosan livre em meio receptor

etanol:agua (1:1), através da técnica de didlise, (n=3).
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Figura 12: Perfis de liberagdo do triclosan da nanocapsula (NCcg) € livre (Tjve) €m
meio receptor etanol:agua (1:1 v/v)